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对虾白斑综合症病毒（White Spot Syndromic Virus, WSSV），是一种严重危害对
虾养殖业的主要病原。本论文从病原和宿主两方面入手，着重探讨了 WSSV 病毒的




本论文首先证明了 VP466-Rab-tropomyosin-actin 是一个复合体。根据 GST-pull 
down、质谱的结果，发现 Rab 蛋白与对虾白斑综合症病毒的膜蛋白 VP466、肌动蛋
白（actin）、原肌球蛋白（tropomyosin）之间存在互作。采用共转染昆虫细胞、免疫
共沉淀、Western 分析等方法，在体内和体外都证明了病毒的膜蛋白 VP466 和 Rab、
tropomyosin 以及 actin 之间确实存在互作，并且也进一步验证了 VP466 与 Rab、
tropomyosin 蛋白的互作片段，结果发现 VP466 的 C-端既可以与 Rab 蛋白也可以与
tropomyosin 蛋白互作，并且都是在同一区域。 
其次是对 VP466-Rab-tropomyosin-actin 这个复合体的功能开展研究。研究发现，
其一，VP466 蛋白通过与 Rab 蛋白以及 actin 之间的结合在宿主本身的免疫反应中有
重要作用。当 RNAi 抑制 Rab 基因表达，血细胞吞噬活性减弱，病毒拷贝数上升；体
外注射 mRNA 使 Rab 基因表达上调时，结果血细胞吞噬活性增强，病毒拷贝数下降。
体外体内试验证明，VP466 蛋白可以促进 Rab GTPase 酶活升高。因此，宿主对病毒
免疫反应的一条可能途径是，细胞内 Rab 蛋白识别病毒膜蛋白 VP466，与其结合后
酶活升高，促进 actin 向有利于吞噬的反方向发生变构，从而提高血细胞的吞噬病毒
的能力，导致病毒拷贝数的降低。其二，VP466 蛋白通过与 tropomyosin 以及 actin
之间的结合有利于病毒自身的感染。采用 RNAi 抑制 VP466 基因表达时，通过
Real-time PCR 分析发现病毒的拷贝数是下降的，说明了 VP466 蛋白在 WSSV 病毒的
感染过程中起重要作用。采用 RNAi 抑制 tropomyosin 基因表达时，通过 Real-time 
PCR、病毒的半定量 PCR 分析发现病毒的拷贝数是下降的。因此，病毒感染的一条
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通过骨架蛋白的运动，有利于病毒自身的感染。其三，通过缺失突变发现，VP466
与 Rab 和 tropomyosin 结合的位点在同一结构区域内，推测它们的结合是一种竞争关
系，这种竞争会影响到 VP466 是与 tropomyosin 结合而促进病毒自身的感染，还是和



















White spot syndrome virus (WSSV) is one of the major pathogens in the worldwide 
shrimp aquaculture. The paper was started at two aspects including virus and host, and the 
important role of VP466-Rab-tropomyosin-actin complex in shrimp immunity and in 
WSSV infection was emphatically studied. Our results will not only provide strong 
theoretical basis for finding WSSV membrane repcepor in shrimp but also be helpful for 
shrimp disease control. 
Firstly, the VP466-Rab-tropomyosin-actin complex was identified in this paper. 
According to the results of GST pull-down and mass spectrometry assays, the Rab protein 
was interacted with VP466 of WSSV, shrimp tropomyosin and actin. The interactions 
among VP466, Rab, tropomyosin and actin were confirmed in vitro and in vivo. The results 
showed that Rab and tropomyosin proteins were bound with the same domain of VP466 
protein. 
Secondly, the paper was concerned on the functional identification of the 
VP466-Rab-tropomyosin-actin complex. It was found that the VP466-Rab-actin complex 
might be involved in shrimp immune response. The gene silencing assays demonstrated 
that the phagocytic activity of hemocytes was decreased and the WSSV copies were 
increased when the expression of Rab was inhibited by RNAi. On the other hand, the 
overexpression results indicated that the the phagocytic activity of hemocytes was 
increased and the WSSV copies were decreased when the Rab was overexpressed by 
injection of Rab mRNA. It was found that the Rab GTPase activity was up-regulated by 
VP466 protein which was investigated in vitro and in vivo. Therefore, one of the putative 
passways between virus and host immunity was that the interaction between VP466 and 
Rab-actin could increase the Rab GTPase activity, leading to the increase of phagocytic 
activity of shrimp hemocytes and the simultaneous descrease of the virus copies. 
Regarding the role of the VP466-tropomyosin-actin complex, it was shown that the 
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sequence-specific siRNA, real-time PCR assays suggested that the VP466 protein was an 
essential membrane protein during the WSSV infection. After the transcription and 
expression of tropomyosin gene was inhibited by siRNA, real-time PCR and quantitative 
PCR results revealed that the virus copies was decreased in shrimp. Therefore, one of the 
putative passways of virus infection was that the interaction of VP466 proein with shrimp 
cytoskeleton proteins tropomyosin and actin was helpful for virus infection by 
cytoskeleton motility. 
Thridly, based on VP466 deletions, it was found that the Rab and tropomyosin 
proteins were bound with the same domain of VP466. The data suggested that there might 
be a competition between host immunity and virus infection when the VP466 protein was 
bound with Rab or tropomyosin. 
In a word, this was the first report that the WSSV membrane protein VP466 was a 
double-function protein. 


















 对虾白斑综合症病毒(white spot syndrome virus, WSSV)以感染对虾使其甲
壳内侧出现直径为 0.5～2mm 大小的白色斑点为主要特征。该病毒是一种新型有
囊膜的环状双链 DNA 病毒,属于 Nimaviridae 科,Whispovirus 属。病毒粒子直径约
65～70 nm, 长约 300nm[1], 呈现卵圆形至短杆状, 无包涵体, 在末端有一尾状延
伸, 囊膜内包裹杆状的呈垂直螺旋带条纹的核衣壳，核衣壳约 330-350 nm × 
58-67 nm，呈螺旋状圆柱形，两端各有一帽状结构，中间有 13 条螺旋带状结构，















WSSV 基因组为双链环状 DNA 分子,有关基因组大小的报道相差较大，Van
等[8] 报道 WSSV 基因组 292967bp(AF369029) ,基因组中均匀分布有 58.9%的 A + 















ORFs), 其中编码 50个以上氨基酸的ORF 共有 684个, 从中选取重叠最少的 184
个 ORFs 进行分析, 推测 WSSV 基因中 92%的基因信息与这 184 个 ORFs 相关。
Yang等通过限制性内切酶消化分析,推测的基因组大小为290 kb[9],1999年中美科






重要的作用[11-16]。也有研究发现昆虫杆状病毒 AcMNPV(Autographa californica 
multiple nucleopolyhedro virus)在感染宿主细胞期间可以引起细胞骨架蛋白 actin
的多聚化，有利于病毒自身的感染[17-19]，该病毒的早期基因在细胞核中可以使细
胞骨架蛋白 actin 聚集成 Monomeric actin（G-actin）[20]，而晚期基因可以使 actin
聚集成 Filaments (F-actin)[17, 20]，这两个阶段对于病毒的繁殖都很重要[21-23]。 




18 个, 其中已确定的囊膜蛋白有 5 个(VP28,VP26/VP22,VP19,VP466 及 VP281), 
核衣壳蛋白有 3 个(VP15,VP24 及 VP35)。其他约有 11 个已发现被推测为有功能
(被认为与已知基因有类似功能或具有相似性)的功能蛋白基因。 
1.1.3.1 膜蛋白（Envelope Protein） 
膜蛋白可以同宿主细胞膜上的特异受体结合并介导病毒包膜和宿主细胞膜
的融合，从而启动病毒进入宿主细胞。 
膜蛋白 VP28 是由 ORF1 所编码的, 其 N 端有一高度疏水的α螺旋跨膜区域, 
是位于病毒囊膜的主要抗原蛋白[24]。Zhang 等[25]发现 VP28 在感染后 6 h 和 18 h
仅能够检测到低水平表达，并推测 VP28 应该是一种晚期基因，免疫电镜定位证
实 VP28 分布在病毒的外表面。该基因在病毒的感染与复制中可能起重要作用，















究起到良好的效果。    
基因组上编码 VP19 的为 ORF182，VP19 的氨基酸序列上有两个跨膜区域, 
使其固定于病毒囊膜上[8, 27]。它由 121 个氨基酸残基组成，由于具有潜在的一个
N-糖基化位点和两个 O-糖基化位点，还有 7 个可能的磷酸化位点，因此可能存
在翻译后修饰，致使其实际的分子量（19kDa）大于理论分子量（13kDa）。 
位于 ORF153 上曾被认为是核衣壳蛋白基因的 VP26 基因, 用免疫胶体金技
术在透射电镜(TEM)下观察到胶体金颗粒位于病毒粒子的囊膜部位, 从而确定
VP26/VP22 为囊膜蛋白[28]。Xie[29]等的研究也发现 VP26 与肌动蛋白有相互作用。 
Huang 等(2002)[30]对 VP466 进行定性。他们通过蛋白质分离方法、分子生物
学手段对 VP466 进行分离、定性。VP466 作为具有 GST 的融合蛋白在大肠杆菌
表达,并通过免疫鼠抗体进行 Western blot 检测其特异性,用免疫标记证明 VP466
是 WSSV 囊膜蛋白的一种。它的第 338～358 个氨基酸残基构成的α螺旋跨膜区
域, 可能在介导 VP466 进入核内进行病毒囊膜装配过程中发挥一定的作用。吴[31]
等发现 VP466 蛋白可以与对虾体内的小 G 蛋白及细胞骨架相互作用。 
VP281 由 ORF1050 编码,在结构蛋白中含量不高，VP281 中存在一细胞黏附
序列(RGD 三肽序列), 提示此囊膜蛋白可能在介导 WSSV 感染时发挥重要作用
[32]。 
1.1.3.2 核衣壳蛋白( Nucleocaspid Protein ) 
核衣壳蛋白作为 WSSV 的结构蛋白，与病毒的包装有关，主要是保护遗传
物质，在抑制宿主抵抗病毒和病毒增殖过程中起作用。 
VP15 基因位于病毒基因组 ORF109, 其编码的蛋白是一个与核衣壳相连的
基本 DNA 结合蛋白[27, 33]。Zhang 等[34]通过凝胶阻滞迁移试验（Gel Mobility Shift 
Assay）证明，VP15 与 DNA 具有非特异结合作用，推测该病毒蛋白可能与病毒
的包装有关。 
VP24 是 ORF31 编码的, 它也是位于核衣壳上的 DNA 结合蛋白[34]。VP24
由 208 氨基酸构成,理论蛋白分子量应是 23Kd ,等电点为 8.7。Van Hulten 等[35]
进行了 VP24 蛋白的 N-末端测序，序列分析发现 VP24、VP26 和 VP28 在核苷酸
和氨基酸序列上有高度的同源性，它们的氨基酸相似性为 42%。 















壳部分。VP35 蛋白序列中有两个核定位信号（nuclear localization signals，NLSs），
但是只有一个在 VP35 感染昆虫细胞的过程中行使功能。该蛋白富含酸性氨基酸,
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